遗传性球形红细胞增多症（hereditary spherocytosis, HS）是最常见的先天性红细胞膜异常疾病，呈慢性血管外溶血临床特征[@b1]。由于编码红细胞膜骨架蛋白基因异常，导致相应膜骨架蛋白合成减少或功能缺陷，引起红细胞膜部分丢失，红细胞丧失正常的双凹盘状形态而球形变，被脾脏阻留并吞噬清除。带3蛋白本身异常或原发其他膜骨架蛋白异常，最终均可导致红细胞膜带3蛋白减少。测定红细胞膜带3蛋白含量，可反映膜骨架蛋白缺失及其严重程度。伊红-5′-马来酰亚胺（EMA）可与红细胞膜带3蛋白复合物共价结合，采用EMA标记的流式细胞术检测（EMA结合试验）可定量测定带3蛋白缺失程度，诊断HS具有较高的敏感性和特异性[@b2]--[@b5]。然而EMA结合试验与HS临床表现的关系目前尚未见文献报道，鉴于EMA标记红细胞膜带3蛋白复合物可直接反映病理红细胞的结构异常，我们推测该参数可能提示HS的临床表现型，故回顾性分析258例HS患者临床资料，探讨EMA标记缺失程度与HS临床表现的关系。

病例与方法 {#s1}
==========

1\. 病例及诊断标准：病例来自2014年5月至2016年12月我院诊断明确且行EMA结合试验的连续的258例HS患者。HS诊断参照2011年英联邦制订的HS诊断治疗指南[@b5]及Bianchi等标准[@b6]，主要结合：①慢性溶血性贫血/代偿性溶血病临床表现；②外周血涂片可见小球形红细胞增多；③至少一项提示红细胞脆性增加的试验阳性；④有明确的HS家族史；⑤除外可导致球形红细胞增多的其他疾患。符合HS诊断，已行脾切除术者不纳入本研究。HS贫血严重程度：①代偿性溶血：HGB≥120 g/L（男性）、HGB≥110 g/L（女性）；②轻度贫血：100 g/L≤HGB\<120 g/L（男性）、100 g/L≤HGB\<110 g/L（女性）；③中度贫血：80 g/L≤HGB\<100 g/L；④重度贫血：HGB\<80 g/L。脾脏肿大定义：采用超声检查评价脾脏大小，成人（≥14岁）脾脏长径超过11 cm或厚度超过4 cm为肿大，儿童（\<14岁）脾脏长径比肾脏长径长1 cm以上为肿大；其中脾缘未达肋缘下2 cm为轻度肿大，超过肋缘下2 cm但未达脐水平线为中度肿大，超过脐水平线或超过腹正中线为重度肿大。

2\. 实验室检查：EMA结合试验参照文献[@b7]方法进行操作，EMA标记缺失程度以HS患者EMA标记的带3蛋白复合物平均荧光强度（MCF）减低的百分比表示。其他实验室检查包括外周血细胞分析及血涂片红细胞形态观察，间接胆红素（IBIL）、LDH、血浆游离血红蛋白（FHB）、血清叶酸、维生素B~12~、血清铁蛋白、血清铁、总铁结合力、红细胞渗透脆性试验（EOF）、酸化甘油溶血试验（AGLT50）、直接抗人球蛋白试验及阵发性睡眠性血红蛋白尿（PNH）克隆检测等，由我院临床诊断中心进行检测。

3\. 统计学处理：应用SPSS 22.0软件进行统计学分析。符合正态分布的连续变量组间比较采用*t*检验及单因素方差分析，两两比较采用LSD-*t*检验；不符合正态分布的连续变量采用Kruskal-Wallis *H*检验进行组间比较，两两比较采用Bonferroni校正法。连续变量的相关性分析采用Pearson相关性分析（变量符合正态分布）及Spearman秩相关（变量不满足正态分布），分类资料的相关性分析采用列联系数评价相关程度。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．HS患者基本特征：258例HS患者中，男128例，女130例，中位年龄23（2\~70）岁，其中儿童（\<14岁）84例，成人（≥14岁）174例。贫血严重程度：代偿性溶血91例、轻度贫血53例、中度贫血78例、重度贫血36例；行脾脏超声检查的104例患者中96例（92.3%）脾脏肿大，其中轻度肿大17例、中度肿大40例、重度肿大39例。实验室检查：中位HGB 105（48\~158）g/L，中位网织红细胞比例（Ret%）10.47%（2.66%\~28.36%），中位网织红细胞绝对值（ARC）341.9（109.3\~854.4）×10^9^/L，中位红细胞平均体积（MCV）89.1（70.0\~106.0）fl，中位红细胞平均血红蛋白浓度（MCHC）344（274\~379）g/L，中位IBIL 67.2（10.9\~253.6）µmol/L，中位FHB 51.4（1.0\~569.2）mg/L，中位LDH 238（160\~813）U/L。EMA标记缺失程度中位数为29.97%（16.09%\~47.34%），平均数为（29.70±6.28）%；AGLT50：60（20\~180）s；EOF：0.60%（0.44%\~0.60%）（开始溶血），0.40%（0.32%\~0.48%）（完全溶血）。

2．EMA标记缺失程度与HS临床表现的关系：儿童患者EMA标记缺失程度为（31.49±6.07）%，高于成人患者的（28.84±6.22）%（*t*=3.238，*P*=0.001）。男性与女性患者EMA标记缺失程度差异无统计学意义\[（29.92±6.71）%对（29.48±5.86）%，*t*=0.556，*P*=0.578\]。重度与轻中度脾肿大患者EMA标记缺失程度分别为（29.65±1.04）%、（29.38±0.82）%，差异无统计学意义（*t*=0.205，*P*=0.838）。Pearson相关性分析结果显示，EMA标记缺失程度与患者年龄呈负相关（*r*=−0.151，*P*=0.015），与HGB水平无明显相关性（*r*=0.067，*P*=0.280）。按EMA标记缺失程度四分位区间分组，不同EMA标记缺失组与HS贫血严重程度分组无明显相关性（*C*=0.150，*P*=0.746）。

3．EMA标记缺失程度与红细胞破坏关系：Pearson相关性分析结果显示，EMA标记缺失程度与HS患者血清LDH水平无明显相关性（*r*=−0.032，*P*=0.729），与血清IBIL水平无明显相关性（*r*=−0.009，*P*=0.902）。按EMA标记缺失程度四分位区间分组，不同EMA标记缺失组LDH水平与IBIL水平组间差异均无统计学意义（*F*=0.645，*P*=0.587；*F*=1.926，*P*=0.127）。

4．EMA标记缺失程度与红细胞造血代偿的关系：Pearson相关性分析结果显示，EMA标记缺失程度与HS患者网织红细胞比例（*r*=−0.015，*P*=0.813）和绝对值（*r*=0.080，*P*=0.198）均无明显相关性。按EMA标记缺失程度四分位区间分组，不同EMA标记缺失组网织红细胞比例（*F*=1.038，*P*=0.376）和绝对值（*F*=1.181，*P*=0.318）差异亦无统计学意义。

5．EMA标记缺失程度与红细胞形态参数及渗透脆性的关系：Pearson相关性分析结果显示，EMA标记缺失程度与HS患者MCV呈负相关（*r*=−0.343，*P*\<0.001），与MCHC呈正相关（*r*=0.223，*P*\<0.001）。Spearman相关性分析显示，EMA标记缺失程度与AGLT50时间呈负相关（*rs*=−0.221，*P*\<0.001），与EOF试验开始和完全溶血盐水浓度无明显相关性（*rs*=0.079，*P*=0.203；*rs*=0.090，*P*=0.147）。按EMA标记缺失程度四分位区间分组，不同EMA标记缺失组MCV及MCHC组间比较差异均有统计学意义（*F*=9.620，*P*\<0.001；*F*=4.817，*P*=0.003）。进一步两两比较，EMA标记缺失76%\~100%区组MCV明显低于0\~25%区组（*P*\<0.001）及26%\~50%区组（*P*=0.001），51%\~75%区组MCV明显低于0\~25%区组（*P*\<0.001）及26%\~50%区组（*P*=0.032）；EMA标记缺失76%\~100%区组MCHC明显高于0\~25%区组（*P*\<0.001）及26%\~50%区组（*P*=0.016）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。提示EMA标记缺失程度高的患者MCV降低，MCHC增高。

###### 遗传性球形红细胞增多症患者伊红-5′-马来酰亚胺（EMA）标记的缺失程度四分位区组MCV、MCHC水平的比较（*x*±*s*）

  组别              例数   MCV(fl)        MCHC(g/L)
  ----------------- ------ -------------- ----------------
  EMA标记缺失程度                         
   0\~25%区组       64     91.7±7.0       338.8±17.6
   26%\~50%区组     65     90.0±5.5       342.6±16.5
   51%\~75%区组     64     87.6±6.7^ab^   344.2±14.7
   76%\~100%区组    65     86.2±6.2^ab^   349.5±15.7^ab^

注：MCV：红细胞平均体积；MCHC：红细胞平均血红蛋白浓度。^a^与0\~25%区组比较，*P*\<0.05；^b^与26%\~50%区组比较，*P*\<0.05

6．HGB水平与临床及实验室指标的关系：HGB水平与患者年龄呈正相关（*r*=0.295，*P*\<0.001）；男性患者HGB\[（112.2±26.1）g/L\]高于女性\[（97.3±18.1）g/L\]（*t*=5.353，*P*\<0.001）；HGB水平与脾脏大小呈负相关（*r*=−0.311，*P*\<0.001），提示脾脏越大，HS患者贫血越重。HGB与EOF试验开始溶血的盐水浓度、LDH水平和Ret%均呈负相关（*rs*=−0.130，*P*=0.037；*r*=−0.362，*P*\<0.001；*r*=−0.482，*P*\<0.001），与MCV、MCHC呈正相关（*r*=0.272，*P*\<0.001；*r*=0.659，*P*\<0.001），与EOF试验完全溶血盐水浓度、IBIL、FHB及ARC无明显相关性。

7\. 不同贫血程度HS患者临床及实验室特征比较：结果见[表2](#t02){ref-type="table"}，各组间EMA标记缺失程度、AGLT50、EOF开始溶血与完全溶血盐水浓度、FHB、IBIL水平差异均无统计学意义，组间年龄、Ret%、ARC、MCV、MCHC及LDH差异均有统计学意义。两两比较显示，重度贫血组患者年龄小于其他组（*P*\<0.001），轻度及中度贫血组患者年龄小于代偿性溶血组（*P*\<0.001），轻度贫血与中度贫血组患者年龄差异无统计学意义（*P*=0.743）。代偿溶血组患者Ret%、LDH低于各贫血组患者（*P*值均\<0.001）。重度贫血组患者MCV小于其他各组（*P*值均\<0.001），所有组两两比较MCHC差异均有统计学意义。轻度、中度贫血组患者ARC均高于代偿性溶血、重度贫血组患者，轻度与中度贫血组间ARC差异无统计学意义（*P*=0.828），代偿性溶血组与重度贫血组患者ARC差异无统计学意义（*P*=0.865）。

###### 不同贫血程度遗传性球形红细胞增多症患者临床及实验室特征比较

  临床及实验室特征                代偿性溶血(91例)    轻度贫血(55例)       中度贫血(76例)       重度贫血(36例)       *F*值/*χ*^2^值   *P*值
  ------------------------------- ------------------- -------------------- -------------------- -------------------- ---------------- ---------
  中位年龄［岁，*M*（范围）］     27(4\~58)           17(3\~44)            20(2\~67)            8(2\~70)             33.024           \<0.001
  EMA标记缺失程度（%，*x*±*s*）   30.16±6.71          30.00±6.67           29.14±5.92           29.25±5.36           0.463            0.708
  AGLT50［s,*M*（范围）］         60(20\~180)         60(30\~150)          60(20\~160)          70(30\~150)          2.390            0.496
  EOF盐水浓度［%，*M*（范围）］                                                                                                       
   开始溶血                       0.60(0.44\~0.60)    0.60(0.44\~0.60)     0.60(0.44\~0.60)     0.60(0.48\~0.60)     6.000            0.112
   完全溶血                       0.40(0.32\~0.48)    0.40(0.32\~0.48)     0.40(0.32\~0.44)     0.36(0.32\~0.48)     5.482            0.140
  Ret［%,*M*（范围）］            7.46(2.66\~21.63)   11.39(4.55\~21.99)   11.93(4.58\~28.36)   11.87(6.17\~19.65)   66.534           \<0.001
  ARC（×10^9^/L，*x*±*s*）        313.0±136.6         387.6±115.3          382.9±124.3          308.9±81.5           7.714            \<0.001
  MCV（fl, *x*±*s*)               90.6±5.0            88.9±6.8             89.0±7.0             83.9±7.5             8.181            \<0.001
  MCHC（g/L, *x*±*s*)             355.2±11.6          345.0±12.2           339.4±12.4           322.4±15.8           62.559           \<0.001
  IBIL［µmol/L，*M*（范围）］     60.8(10.9\~185.9)   72.5(15.8\~169.9)    77.1(12\~253.6)      55.5(12.1\~212.6)    3.763            0.288
  FHB［mg/L,*M*（范围）］         50.3(1.0\~569.2)    52.3(10.1\~187.9)    59.9(8.9\~293.6)     44.6(10.1\~182.1)    2.726            0.436
  LDH［U/L,*M*（范围）］          218(160\~409)       252(169\~444)        259(171\~385)        272(206\~813)        19.145           \<0.001

注：EMA：伊红-5′-马来酰亚胺；AGLT50：酸化甘油溶血试验；EOF：红细胞渗透脆性试验；Ret：网织红细胞比例；ARC：网织红细胞绝对值；MCV：红细胞平均体积；MCHC：红细胞平均血红蛋白浓度；IBIL：间接胆红素；FHB：游离血红蛋白

讨论 {#s3}
====

HS临床主要表现为贫血、黄疸、脾脏肿大等。脾切除虽可明显延长患者红细胞寿命，减轻溶血[@b8]--[@b9]，但发生危及生命感染等并发症的风险也随之增加。为筛选出脾切除治疗可能获益的患者，Eber等[@b10]提出HS临床严重程度分型，根据患者HGB水平、网织红细胞比例、胆红素水平和红细胞膜血影蛋白减少程度，将HS分为HS性状、轻型、中间型和重型。传统上膜骨架蛋白的测定采用提取细胞膜蛋白聚丙烯凝胶电泳法，非常繁琐，临床未广泛推广，也少有膜骨架蛋白与HS临床表现关系的验证研究[@b11]--[@b13]。目前尚无单一检测方法能解决全部HS患者的诊断问题，EMA结合试验是目前公认最便于操作且敏感性和特异性最高的HS诊断方法，国际血液学标准化委员会指南将EMA结合试验列为新的诊断标准之一，并建议与其他红细胞渗透测定方法相结合以提高诊断的敏感性[@b14]。红细胞EMA标记荧光强度的减低反映红细胞膜骨架蛋白的缺失程度，方法简便、快速，具有较好的可重复性，可明确地将血影蛋白、带3蛋白或带4.2蛋白缺失导致的球形红细胞与正常红细胞区分[@b4],[@b7],[@b14]--[@b17]。在本研究中，我们依据HGB水平对258例新诊断HS患者进行贫血严重程度分层，并对溶血和造血代偿相关参数与EMA标记缺失程度的关系进行分析。

绝大多数HS患者在儿童和年轻成人阶段即已明确诊断[@b5]，但也可直到老年才首次确诊。通常认为年龄越小，HS患者临床表现也越重[@b12]，本研究同样显示出这一倾向，HGB水平与患者年龄呈正相关（*r*=0.295，*P*\<0.001），EMA结合试验测定的膜骨架蛋白缺失程度与HS患者年龄呈负相关（*r*=−0.151，*P*=0.015）。EMA检测膜骨架蛋白缺失更明显、贫血更重可能是促使患者更早就诊，临床呈年龄越小病情越重的重要因素。

本研究中我们发现EMA标记缺失程度与HGB水平无明显相关性，而不同贫血严重程度患者间EMA缺失程度差异亦无统计学意义。我们认为HS患者贫血严重程度受红细胞溶血程度与骨髓造血代偿能力两方面的综合影响，进而分别对此进行了分析。MCV、MCHC和AGLT50试验反映红细胞球形变，可间接提示溶血严重程度。本研究EMA标记缺失程度与HS红细胞MCV和AGLT50时间呈负相关，与MCHC呈正相关，表明红细胞膜骨架蛋白缺失影响溶血严重程度。而EMA标记缺失程度与网织红细胞比例和绝对值均无明显相关性，表明HS患者红细胞膜骨架蛋白的缺失并不影响骨髓红细胞造血代偿。

HS红细胞膜缺陷涉及血影蛋白、锚蛋白、带3蛋白和带4.2蛋白，膜骨架蛋白缺失、细胞球形变使红细胞弹性和变形能力降低是HS发生溶血性贫血的基础。Mariani等[@b12]的研究结果显示，不同膜骨架蛋白缺陷所致HS患者临床特征无明显差异。SDS-PAGE膜蛋白分析结果则显示膜骨架蛋白缺失程度与疾病严重程度相关，膜骨架蛋白缺失越多，患者临床表现越重[@b18]。EMA与细胞膜带3蛋白胞外区结合，除带3蛋白本身缺陷外，其他骨架蛋白异常也影响带3蛋白与EMA的结合，血影蛋白、锚蛋白或带4.2蛋白缺陷同样可表现EMA结合试验荧光强度减弱[@b17]。因而，与SDS-PAGE法是真正的定量分析不同，EMA结合试验仅可视作半定量方法。本研究我们采用EMA结合试验未能获得与SDS-PAGE法一样反映膜骨架蛋白缺失提示HS临床严重程度的结果。Park等[@b2]研究33例HS患者也未发现EMA结合试验结果与患者临床严重程度相关。现有HS相关研究表明锚蛋白缺失HS患者EMA结合试验敏感性差[@b17]；小于6个月的HS新生儿常伴有MCV增高，采用常规对照样本可能出现EMA结合试验假阴性；其他红细胞遗传缺陷疾病如先天性红细胞生成异常性贫血Ⅱ型、东南亚卵圆形红细胞增多症、遗传性热异性细胞增多症会出现EMA结合量减低[@b14],[@b19]；脾切除的HS患者EMA结合试验敏感性高于非脾切除患者[@b6]。贫血严重程度同时受溶血和造血代偿两方面的影响，我们的研究显示EMA结合试验膜骨架蛋白缺失程度仅与反映溶血的参数有一定的相关性，而与反应造血代偿的参数无关。我们认为正是由于存在上述影响EMA检测、贫血程度的诸多因素，致使EMA标记缺失程度与贫血严重程度无明显的相关性。

总之，EMA结合试验虽是目前推荐的诊断HS敏感性、特异性较高的检测方法，但我们的研究显示EMA结合试验膜骨架蛋白标记缺失或可提示HS患者溶血严重程度，却不能反映HS贫血严重程度，其反映HS临床表现型的作用有限。
